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RESUMEN 
 
 
El objetivo del presente trabajo fue la identificación de grupos filogenéticos de Escherichia 
coli aislados a partir de hisopados rectales de neonatos alpacas (Vicugna pacos) con diarrea. 
El muestreo se realizó con hisopos esteriles y fue transportado en medio Stuard, el 
aislamiento en agar Mc conkey y la identificación por pruebas bioquímicas convencionales. 
E. coli fue aislada de 119 muestras de un total 150 colectadas. La determinación de los grupos 
filogenéticos se realizó mediante la utilización del método de PCR triplex descrito por 
Clermont et al. (2000), para clasificar a E. coli en 4 grupos filogenéticos A, B1, B2 y D, 
basándose en 3 marcadores genéticos chuA, yjaA y TSPE4.C2. Se determinóque los grupos 
filogenéticos B1 y D fueron hallados con mayor frecuencia con 65.55% y 19.33 %, 
respectivamente; el grupo filogenético menos frecuente fue el B2 con 1.68%. Cabe resaltar 
que este el primar trabajo realizado en el Perú para agrupar cepas patógenas de E. coli  basado 
en la agrupación filogenética. 
Palabras clave: Grupo filogenético, Alpacas, diarrea, Escherichia coli. 
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ABSTRACT 
 
The aim of this study was the identification of Escherichia coli phylogenetic groups 
from samples collected from young alpacas (Vicugna pacos) with diarrhea. Sampling was 
done in Cerro de Pasco and isolation was performed in the Laboratory of Microbiology 
IVITA El Mantaro. E.coli was isolated from 119 samples of 150 collected. Phylogenetic 
groups determination was made using the Clermont‟s method which classify E. coli in 4 
major phylogenetic groups A, B1, B2 and D, based in 3 genetic markers chuA, yjaA and 
TSPE4.C2. Following a scheme dichotomous key phylogenetic group of the strains under 
study was determined.(A: chuA -, yjaA ±, TSPE4.C2 -; B1: chuA -, yjaA ±, TSPE4.C2+; B2: 
chuA+, yjaA+, TSPE4.C2±; D: chuA+, yjaA-, TSPE4.C2±). Through this algorithm was 
found that 65.55% ± 0.37, 19.33% ± 1.37, 13.45% ± 0.13 and 0.46 ± 1.68% belongs to 
phylogenetic group B1, D, A and B2 respectively. Therefore, according to the characteristics 
of each group, it was determined that 21% (25/119) of E. coli isolates belonging to 
extraintestinal pathogenic strains (phylogenetic groups B2 and D) and 79% (94/119) are 
commensal strains. 
Key words: Phylogenetic groups, Alpacas,diarrhea, Escherichia coli 
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I. INTRODUCCIÓN 
Escherichia coli es un habitante normal de los intestinos de la mayoría de animales, 
incluyendo los humanos. Algunas cepas de Eschrichia coli (E. coli)pueden causar una gran 
variedad de enfermedades extra e intestinales, tales como diarrea, infecciones urinarias 
(UTIs), septicemia y meningitis neonatal (kaper et al., 2004; Alteri et al., 2012). Por su 
importancia medica, existen diferentes técnicas para identificar y clasificar a E. coli en cepas 
patógenas y no patógenas como por ejemplo perfil bioquímico, serotipificación, 
patotipificación, análisis filogenético, electroforesis de enzimas multilocus (multilocus 
enzyme electrophoresis, MLEE), tipificación multilocus de secuencias (Multilocus sequence 
typing, MLST)  y  Reacción en cadena de polimerasa (Polymerase chain reaction, PCR) y sus 
variantes (Selander et al., 1986; Maiden et al., 1998; Kaper et al., 2004; O‟Sullivan et al., 
2007; Gordon et al., 2008).  
 
El análisis filogenético nos muestra que E. coli esta agrupado en cuatro principales grupos 
filogenéticos A, B1, B2 y D (Herzer et al. 1990; Clermont et al. 2000; Wirth et al., 2006) los 
cuales están relacionados con el carácter virulento de las cepas contenidas. El grupo 
filogenético B2 esta relacionado con cepas virulentas extraintestinales, y en menor medida las 
del grupo D, mientras que la mayoría de cepas del grupo A y B1 son comensales (Bingen et 
al., 1998; Johnson y Stell, 2000; Gordon y Cowling, 2003; Walk et al., 2007). Clermont et al. 
(2000) desarrollaron un rápido y sencillo método utilizando PCR triplex para la agrupación de 
cepas de E. coli en los cuatro grupos filogenéticos ya descritos para la cual utilizó 3 
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marcadores genéticos chuA, yjaA y TSPE4.C2. Esta prueba nos permite agrupar de manera 
correcta 80 – 85% de las cepas. Este método ha sido validado por Gordon et al. (2008) al 
compararlo con varios esquemas de MLST las cuales son más sensibles y especificas.  
 
La importancia del método de Clermont radica en su utilidad en la practica clínica, como 
consecuencia del vinculo establecido entre el grupo filogenético y la virulencia (Bingen et al., 
1998; Johnson y Stell, 2000; Wirth et al., 2006), también sirve como herramienta de 
detección biotecnológica para el control de cepas potencialmente patógenas cuando son 
evaluadas para la clonación (Clermont et al., 2000).  
 
     El presente trabajo se basa en el primer criterio de importancia; es decir, se aplica el 
método de Clermont para identificar grupos filogenéticos de las cepas aisladas a partir de 
heces de alpacas neonatas. Cabe resaltar que no existe evidencia en la literatura en la cual se 
haya aplicado este método para el mismo propósito en el Perú.  
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II. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 
2.1 GENERALIDADES 
E. coli fue identificada por primera vez en el año 1885 por el bacteriólogo alemán Theodor 
Escherich a partir muestras de heces aisladas de niños con enteritis (Mannig, 2010). 
Inicialmente fue nombrado como Bacterium coli comune, luego el género fue cambiado por el 
actual (Castellani y Chalmers,1919). E. colies una de las especies bacterianas más versátiles 
pudiendo alternar entre su hábitat primario, que es el intestino de vertebrados (el cual lo 
habita como comensal) y su hábitat secundario, como el agua y alimentos (Clermont et al., 
2011); además, la variabilidad genética de E. coli, dentro de las especies, conduce a la 
colonización diferencial de los hospederos (Gordon y Cowling, 2003); considerada uno de los 
microorganismos modelo más importantes en el laboratorio (Alteri y Mobley, 2012) y ha sido 
utilizada en diferentes estudios; por ejemplo, como indicador de la calidad sanitaria del agua y 
alimentos para la identificación de la fuente principal de contaminación fecal (Rangel et al., 
2005; Carlos et al., 2010). En cuanto a la forma comensal de E. coli, ejemplificado por la cepa 
MG 1655, es considerada, tradicionalmente, como una bacteria inofensiva que vive en el 
sistema intestinal de mamíferos y ayuda a su hospedero en la degradación de compuestos de 
carbono (van Elsas et al., 2011).  
 
E. coli es encontrado en la microbiota intestinal el cual consiste en más de 500 especies donde 
estas que suman más de  1010 a 1011 células por gramo de contenido de intestino grueso. A 
pesar de que las bacterias anaeróbicas obligatorias en el intestino superan a E. coli de 100/1 a 
10,000/1, E . coli es el organismo anaerobio facultativo predominante en el tracto intestinal 
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(Berg, 1996). Ademas, actua como comensal inocuo y también existen cepas o patotipos 
específicos que tienen el potencial para causar un amplio espectro de enfermedades (Alteri et 
al., 2012). Tres síndromes clínicos generales en el hombre pueden resultar de la infección con 
cepas patógenas de E. coli: enfermedad entérica diarréica, infección del tracto urinario (UTI) 
y la sepsis/meningitis. Dentro de la categoria de E. coli extraintestinales patogenas (ExPEC) 
tenemos a E. coli asociada a meningitis (MAEC) (Gladstone et al., 1990; Unhanand et al., 
1993; Dawson et al., 1999; Klinger et al., 2000; Stevens et al., 2003) y E. coli uropatogénica 
(UPEC) (Hacker, 1992; Hacker y Kaper, 2000). Entre los patógenos intestinales hay seis 
categorías bien descritas: E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli enterohemorrágica 
(EHEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC),  E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli 
enteroinvasiva (EIEC), E. coli de adherencia difusa (DAEC) (kaper et al., 2004) y un nuevo 
patotipo, E. coli adherente invasivo (AIEC) (Croxen et al., 2013). Esta diversidad patogénica 
es el resultado de la adquisición de genes patógenos más probablemente a través de 
transferencias sucesivas de genes de manera horizontal (Escobar-Paramo et al., 2004).  
 
El método utilizado por Selander et al. (1986) basado enla MLEE ha sido aplicado en 
estudios a gran escala para estimar la diversidad genética y la estructura en las poblaciones 
naturales de una variedad de especies bacterianas. Este estudio ha establecido marcos 
genéticos poblacionales básicos para el análisis de la variación de los serotipos y otros 
caracteres fenotípicos, ha proporcionado gran cantidad de datos para la sistemática y sistemas 
de marcadores útiles para la epidemiologia (Selander et al., 1987). Herzer et al. (1990) basado 
en el método de Selander et al. (1986)utilizó 20 enzimas y las relaciones filogenéticas entre 
cepas fueron inferidas del análisis de matriz de distancia genética por el método neighbor – 
joining (NJ).  
 
 
MLEE esta basada en la asignación indirecta de alelos en base a la movilidad electroforética 
de enzimas. Sin embargo, la MLST da una asignación directa de alelos, no es ambigua y 
distingue más alelos por locus, lo que permite altos niveles de discriminación entre los 
aislados utilizando la mitad de los loci que normalmente se requiere para MLEE. Maiden et 
al. (1998) propuso el uso alternativo de MLST en reemplazo de MLEE. Una de las primeras 
aplicaciones dela MLST para el estudio de poblaciones de E. coli,resulto en la relación entre 
una serie de cepas de EPEC y EHEC, incluyendo varios aislados de colecciones DEC 
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(collection of diarrhoeagenic E. coli) junto con otros serotipos productores de toxina Shiga, 
cepa uropatógena 536 y la cepa de laboratorio K-12 (Reid et al., 2000). 
 
Las técnicas de referencia para la agrupación filogenética: MLEE (Selander et al., 1986; 
Herzer et al., 1990) o Ribotipificación (Bingen et al., 1994; Desjardins et al., 1995; Bingen et 
al., 1998),  requieren de mucho tiempo, son complejas y necesitan una colección de cepas 
tipificadas. Por ese motivo se desarrollo un método de aplicación mas rápida, simple y 
económica, basado en PCRtriplex (Clermont et al., 2000), el cual se basa en el 
reconocimiento de 3 marcadores genéticos que permiten su agrupación filogenética. Otros 
estudios han realizado la agrupación  en base a un numero mayor de marcadores (Clermont et 
al., 2013; Julian et al.,  2015). Estos grupos resultaltantes de la agrupación filogenética son 
asociados al carácter patógeno o no de E. coli (Bando et al., 2007; Chaudhuri y Henderson, 
2012).  
2.2. CARACTERÍSTICAS BIOLÓGICAS 
E. coli es una bacteria no formadora de esporas y usualmente es movil (80% de cepas). 
Tienen una medida que va desde 1 – 3 µm x 0.4 – 0.7 µm. La temperatura óptima para su 
crecimiento en medios de cultivos es de 37º C (18 – 24 h). El tamaño de la colonia es de 1 – 
1.5 mm de diámetro y son lisas, circulares, brillantes y traslúcidas (Bhatia y Lal Ichhpujani, 
2008). Pertenece al dominio Bacteria (Woese et al., 1990), pueden ser inmóviles o moverse 
por medio de flagelos. Por lo general tienen péptidoglucano en sus paredes celulares (De 
Erice y Golzález, 2012). El filo Protobacteria es el grupo más grande del dominio Bacteria 
(Starr et al., 2009). Todas las bacterias de este grupo son gramnegativas y está constituido por 
7 clases  (Madigan, 2011; Williams y Kelly, 2013). La clase Gammaproteobacteria agrupa 
aproximadamente 250 géneros, caracterisados por mostrar un amplio rango de aerobiosidad, 
trofismo (incluyendo quimio y fotoautotrofismo) y adaptación a temperaturas variables 
(Williams et al., 2010).  
 
Enterobacteriaceae es una gran familia de bacilos cuyo habitad natural es el tracto intestinal 
de animales y humanos. Incluye muchos géneros y los miembros son anaerobios o aerobios 
facultativos, fermentan una amplia gama de carbohidratos, poseen una estructura antigénica 
compleja y producen una variedad de toxinas y otros factores de virulencia (Brooks et al., 
2013).  
 
6  
La mayoría de cepas de E. coli, fermentan lactosa con rapidez y producen indol. Existen más 
de 150 antígenos O (somáticos) distintos y un gran número de antígenos K (capsulares) y H 
(flagelares), los cuales son designados por medio de números. La formula antigénica para los 
serotipos se describe al unir una letra (O, K o H) con el numero asignado de los antígenos 
presentes (p. ej., O111:K76:H7) (Ryan y Ray, 2011). También poseen factores de virulencia 
especializados que se pueden clasificar en dos categorías generales: adhesinas y exotoxinas 
(Murray et al., 2014). Podemos encontrar en la Taxonomic outline of the Prokayotes Bergy’s 
manual of Systematic Bacteriology en el siguiente link: 
http://www.bergeys.org/outlines/bergeysoutline_5_2004.pdf. 
 
2.3. GENETICA BACTERIANA 
 
Debido a su posición como modelo preferente en bioquímica, genética, biología molecular y 
biotecnología; E. coli K-12 fue el primer organismo en ser propuesto como candidato a la 
secuenciación de su genoma, esta posee 46,392,221 pb (4.6 Mb) con 4 289 genes (Blattner et 
al., 1997). Las distancias en el mapa genómico se dan en minutos y todo el cromosoma se 
divide en 100 minutos. El cero ha sido fijado arbitrariamente en ThrABC (operón treonina). 
El tamaño del cromosoma se da por lo tanto en minutos y en pares de bases (Madigan et al., 
2011).  
 
El cromosoma se compacta en una estructura conocida como nucleoide. Este revela capas 
adicionales de organización: los dominios cromosómicos. Estos dominios son mucho mas que 
dispositivos de compactación simples. Procesos celulares esenciales, tales como la 
segregación de cromosomas, regulación de genes y la replicación del ADN dependen de la 
organización de los dominios del cromosoma (Messerschmidt y Waldminghaus, 2014). 
 
Se observó, a través de microscopia electrónica, que el ADN de E. coli muestra un patrón de 
orden en su arquitectura (Delius y Worcel, 1974). Esto dio a entender que la estructura 
cromosómica de E. coli está conformada por macro y microdominios (Messerschmidt y 
Waldminghaus, 2014). Los macrodominios son considerados estructuras de orden superior, 
los cuales fueron descritos por primera vez en el 2000 (Niki et al., 2000; Espelí y Boccard, 
2006). Niki et al., (2000) encontraron localizaciones de similares loci en una región 
cromosómica grande que rodea a la región oriC. El loci con patrones de localización similares 
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se utilizó para definir un macrodominio Ori y Ter, respectivamente; siendo confirmados 
posteriormente por Valens et al. (2004). Otros cuatro macrodominios fueron descritos: Left y 
Rigth, que flanquean al macrodominio Ter, y dos regiones no estructurales (NLS= no 
estructurada izquierda, NSR= no estructurada derecha) que flanquean al macrodominio Ori 
(Niki et al., 2000; Valens, et al., 2004;Espelí et al., 2008). Los microdominios son segmentos 
que coexisten con otros microdominios dentro de los macrodominios del genoma de  la 
bacteria (Dorman, 2013). El papel funcional de los microdominios es el de facilitar la 
compactación del cromosoma, que es necesario para ajustar el cromosoma de 1 mm de 
longitud en una célula de 2 μm de largo (Messerschmidt y Waldminghaus, 2014). Los 
microdominios ayudan a simplificar las reacciones enzimáticas relacionadas con la 
replicación y reparación del ADN (Postow et al., 2004). En caso de roturas del ADN debido a 
la cercanía de los extremos, como consecuencia del microdominio, la reparación resulta 
eficiente (Messerschmidt y Waldminghaus, 2014). 
 
Las islas genómicas (GEIs) son regiones  cromosómicamente grandes que forman parte del 
flexible acervo genético de E. coli y que son transferidas de manera horizontal. GEIs son 
segmentos relativamente grandes de ADN que por lo general tienen entre 10 – 200 kb (Juhas 
et al., 2009), son reconocidas por el contenido de G+C (G: guanina; C: citosina), que lo 
diferencia del resto del cromosoma (Juhas et al., 2009) y genes de ARNt que estaninsertados 
en él (Hacker et al., 1997; Buchrieser et al., 1998). Las GEIs estan flanqueadas por 16-20 kb 
de repeticiones directas (DR), estas suelen surgir por la integración especifica de GEIs de su 
lugar de procedencia  hacia su sitio diana, y pueden actuar como secuencias de 
reconocimiento para su escisión enzimática (Schmidt y Hensel, 2004). Albergan genes que 
codifican integrasas o factores relacionados a sistemas de conjugación de plásmidos o fagos 
involucrados en la transferencia de GEIs (Juhas et al., 2009). Presentan elementos de 
inserción o transposones (Buchrieser et al., 1998; Gal-Mor y Finlay, 2006) y pueden albergar 
genes que ofrecen una ventaja selectiva de hospedadores. De acuerdo al contenido de los 
genes, pueden describirse como GEIs de patogenicidad, simbiosis  (Sullivan et al., 2002), 
metabólicas (metabolismo de sacarosa y compuestos aromáticos [Gaillard et al., 2006]), 
resistencia (resistencia al mercurio, síntesis de sideróforos [Larbig et al., 2002; Dobrindt et 
al., 2004; Schmidt y Hensel, 2004]).  
 
Las islas de patogenicidad (PAIs) representan un subconjunto de las GEIs y comparten la 
misma composición y organización general (Hacker y Kaper, 2000; Hacker y Carniel, 2001). 
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Al igual que las islas de saprobiosis y simbiosis, ellas ejercen su acción en el hospedero. Sin 
embargo, en este caso las propiedades de fortaleza están directamente relacionadas con los 
síntomas clínicos causados por E. coli patógenas. El concepto de PAIs fue originalmente 
concebido en la década de 1980 por Hacker et al. (1990) y fue estudiado en UPEC 
(Escherichia coli uropatogénica) y EPEC (Hacker et al., 1983; Low et al., 1984; Blum et al., 
1994; Mühldorfer y Hacker, 1994; McDaniels et al., 1995;Swenson et al., 1996).  
 
Los factores de virulencia codificados por PAIs se pueden agrupar en familias: 
transportadores de proteínas por sistemas de secreción de proteínas tipo I, II, III ,IV ,V; 
antígenos O; toxinas formadoras de poros; proteínas causantes de apoptosis; superantigenos; 
secretores de lipasa y proteasas (Schmidt y Hensel, 2004).  
 
Los plásmidos fueron descritos por primera vez en la implicancia de la recombinación 
genética de E. coli (Tatum y Lederberg, 1947).En 1953, fue descrito “el sexo de las 
bacterias”, en una obra la cual fue una de las primeras en utilizar los términos “episome” y 
“plasmido”, para describir estructuras extracelulares capaces de reproducirse en un estado 
independiente (Lederberg y Tatum, 1953). 
 
Los primeros estudios con plásmidos bacterianos se centraron en los que codifican resistencia 
a los antimicrobianos, conocidos como factores R (Watanabe, 1963).  A partir de esos 
estudios, se encontró que los plásmidos poseen ciertas propiedades que incluyen: replicación 
autónoma, movilidad, gama de huéspedes y la incompatibilidad con otros plásmidos (Funnell 
y Phillips, 2004).  
 
Los trabajos relacionados con el factor de fertilidad, o factor F en E. coli,amplió aún más 
nuestra comprensión de la transferencia de plásmidos y su replicación. Por ejemplo, los 
estudios sobre el factor F permitieron comprender mejor los mecanismos de transferencia de 
genes entre bacterias donantes y receptoras, y llevaron al descubrimiento de que los plásmidos 
contienen “replicones” responsables del control de su propia replicación (Jacob y Brenner, 
1963).  
 
En la década de 1960, gracias a los estudios de muchos investigadores implicados en los 
plásmidos R, F y Col (colicin-encoding), los atributos básicos de los plásmidos fueron 
establecidos. La identificación temprana de una asociación entre los plásmidos y la 
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trasferencia de la resistencia a múltiples fármacos, por parte de varios laboratorios japoneses, 
aceleró el interés de la genética de los plásmidos y dio lugar a una mejor comprensión de la 
conjugación bacteriana (Falkow, 1975).En la década de 1970, los pequeños plásmidos de alto 
número de copias de E. coli fueron modificados para su uso como herramientas 
fundamentales en la tecnología de ADN recombinante. El trabajo de Cohen et al.(1973) 
estableció firmemente a los plásmidos como herramientas para la clonación de ADN. 
 
Un estudio pionero demostró las propiedades patógenas de los plásmidos de E. coli que 
causan diarrea en lechones (Smith y Linggood, 1971). Estudios posteriores demostraron que 
una clase importante de factores de virulencia codificados por los plásmidos, son genes que 
confieren resistencia contra agentes antimicrobianos, metales pesados, tóxicos y otros factores 
de supervivencia contra dosis letales de antimicrobianos (Mayer et al., 1995; Bennet, 2008; 
Hawkey, 2008).  
 
Los factores de virulencia transmitidos por plásmidos incluyen BFP (bundle-forming pili) de 
EPEC (Giron et al., 1991; Donnenberg et al., 1992) con genotipo bfpA, espA y eae (Cleary et 
al., 2004); Ehx (Enterohemolysin) con genotipo ehxCABD en EHEC (Schmidt et al., 1995; 
Burland et al., 1998; Lim et al., 2010); pCoo (plásmido Coo) que codifica el pili CS1 con 
genotipo cooB, -A, -C y –D en ETEC (Froehlich et al., 1994; Froehlich et al., 2005); toxina 
codificada por plásmidos (Pet) en el plásmido AA de EAEC (Eslava et al., 1998); IcsA 
(VirG) en EIEC / Shigella (Buchrieser et al., 2000); TraT en UPEC codificada en el plásmido 
R6-5, R100 o en algunos CoIV (Timmis et al., 1985; Jhonson, 1991), etc. 
Los marcadores genéticos utilizados por Clermont et al. (2000) para la agrupación 
filogenética de E. coli: chuA, yjaA y TSPE2.C4, se ubican a 78.7 min (Wyckoff et al., 1998), 
90,8 min (Blattner et al., 1997) y 87 min, (Bonacorsi et al., 2000) respectivamente, en 
relación con el genoma de E. coli k-12. El marcador chuA se ubica en el macrodominio NSL, 
y yjaA y TSPE4.C2 se ubican en el macrodominio Ori (Reyes-Lamothe et al., 2008; 
Messerschmidt y Waldminghaus, 2014) 
 
Datos de secuencia del genoma pueden ser correlacionadas con otros estudios para identificar 
sitios que determinan la función de genes, codificación de factores de virulencia y  homología 
a otros organismos (Bonacorsi et al., 2000; Oshima et al., 2008).  
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2.4. MECANISMOS GENÉTICOS DE LA EVOLUCIÓN DE LA VIRULENCIA 
Los principales eventos genéticos que sustentan la evolución de la virulencia son: la 
transferencia horizontal (HGT) de genes nuevos y la mutación patoadaptativa de genes 
existentes. HGT, es un proceso llamado transferencia lateral de genes e implica la 
transferencia de material genético de una cepa a otra. Regiones genómicas de origen HTG son 
transportadas por tres elementos génicos mayores: plásmidos, profagos e islas 
cromosómicas.Como mecanismo alternativo en la evolución de la virulencia, las mutaciones 
patoadaptativas involucran alteraciones genéticas de los componentes del genoma existentes 
en lugar de la adquisición de genes nuevos (Donnenberg, 2013). 
 
Los plásmidos son estructuras circulares autoreplicables que coexisten con el cromosoma. 
Este elemento extracromosomal contiene múltiples factores de virulencia en todas las cepas 
de E. coli diarreogénicas y de Shigella spp (Mellmann et al., 2009). Además, genes de 
plásmidos pueden hasta regular genes de virulencia y resistencia en los cromosomas a través 
de un extenso dialogo transversal entre el plásmido y el cromosoma, como evidencia de este 
proceso esta EPEC. Profagos, los fagos temperados tras la inyección de ADN en la bacteria 
hospedadora no entran inmediatamente en el ciclo lítico sino se integran en el genoma 
bacteriano como un profago. De hecho, la mayoría de elementos de genes en mosaico en el 
genoma de E. coli son de naturaleza profago (Canchaya et al., 2003). Las islas cromosomales 
se caracterizan por poseer un diverso grupo de elementos de ADN con una amplia gama de 
tamaño y abundancia a través de los cromosomas bacterianos (Dobrindt et al., 2004).  
 
Existen tres mecanismos genéticos que hacen que la transferencia de ADN suceda: 
transducción, conjugación y transformación. Estas formas diversas de transferencia hacen de 
HTG un proceso muy importante en la expansión del potencial de adaptación genética de una 
especie bacteriana (Ochman et al., 2000). Transducción es definida como el movimiento de 
material genético con la ayuda de bacteriófagos, virus que inyectan su ADN dentro de 
organismos. El fago lítico que usualmente se multiplica inmediatamente y lisa la bacteria 
infectada, a veces transporta ADN del organismo anteriormente infectado accidentalmente 
empaquetado dentro de la capsula (Donnenberg, 2013). Conjugación involucra transferencia 
directa de ADN de un donante a una célula microbiana receptora (Sorensen et al., 2005);E. 
coli y el orden de las bacterias gramnegativas tienen un sistema para la conjugación que 
involucra la formación de un pili sexual, el cual se diferencia de la conjugación de bacterias 
grampositivas que involucran el contacto directo célula-célula mediante adhesinas (Grohmann 
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et al., 2003). Transformación es la captación directa del ADN desnudo, a menudo seguido por 
recombinación en el ADN genómico de la cepa receptora. Este proceso HGT incorpora 
grandes segmentos de ADN discretos, como las islas cromosómicas (Chen et al., 2005). Otro 
mecanismo que es algo similar a la transformación es el de transferencia mediada por 
vesículas de la membrana externa en E. coli (Yaron et al., 2000); sin embargo, a diferencia de 
la transducción y conjugación, los mecanismos de transformación no están bien entendidos 
(Donnenberg, 2013). 
 
En cuanto a las mutaciones patoadaptativas los mecanismos principales son la amplificación, 
inactivación y variación de genes. Se ha propuesto que la amplificación transitoria de regiones 
genéticas es un fenómeno común en E. coli (y en otras bacterias), lo que le permite una rápida 
adaptación en ambientes y el aumento de las tasa de evolución adaptativa. (Kugelberg et al., 
2006). Este proceso consiste en la amplificación de copias de genes que pueden  producir el 
incremento en la producción de determinada proteína y, si esta confiere una ventaja para el 
patógeno,   ser seleccionada durante la infección (Kugelberg et al., 2006).  A diferencia de 
HGT y la amplificación de genes, que son llamadas mecanismos de ganancia de función para 
la evolución de la virulencia microbiana, la inactivación de genes es otro mecanismo común 
representado por la perdida de funciones a través de inactivación de genes o proteínas (Moran 
y Plague, 2004). Por otro lado, la variación genética se da a través de mutaciones puntuales 
que no inactivan pero modifican la función de la proteína codificada (Johnson y Stell, 2000; 
Weissman et al., 2006).  
 
2.5. PATOTIPOS 
Las cepas de E. coli patógenas han sido divididas en diferentes patotipos sobre la base de las 
enfermedades que causan, los factores de virulencia que poseen y el hospedero dela cual fue 
aislada. Los tipos de enfermedad causada por E. coli son clasificados en intestinales y 
extraintestinales. Seis patotipos de cepas de E. coli son reconocidos, los cuales poseen 
factores de virulencia asociados a su carácter patógeno (Nataro y Kaper, 1998; Kaper et al., 
2004). 
 
EPEC, causa lesiones en el íleon y se define por su capacidad de adhesión y esfacelamiento 
(A/E), y capacidad de estimular cambios a gran escala en el citoesqueleto de las células 
epiteliales, lo que resulta en la formación de un pedestal en el que se encuentra la célula 
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bacteriana (Nataro y Kaper, 1998). El estándar de oro para la identificación de este patotipo es 
el genotipado y fenotipado (Vieira et al., 2001). 
 
EHEC, está asociada a la colitis hemorrágica (HC) y por lo general causa lesiones A/E 
similares a EPEC, pero también produce toxina Shiga (Stx; también conocida como 
verotoxina) que puede causar daño renal resultando en el síndrome urémico renal (HUS) 
(Yoon y Hodve, 2008). Las cepas que producen Stx. también se conocen como STEC (E. coli 
productora de toxina Shiga) o VTEC (E. coli verotoxigenica) (Blanco et al., 2004). La 
capacidad de STEC de crecer en cultivos, a partir de muestras de heces, es considerada que es 
el procedimiento diagnóstico mas definitivo y es generalmente combinada con pruebas que 
detectan STx en extractos fecales o cultivos (Chapman et al., 1991; Zadik et al., 1993). 
 
ETEC, son una causa importante de la diarrea infantil en los países en vías de desarrollo y de 
la diarrea de los visitantes de estas regiones (diarrea del viajero) (Qadri et al., 2005), están 
definidas por la capacidad de producir las enterotoxinas termolabil (LT) y termoestable (ST) 
(Nataro y Kaper, 1998). La identificación en muestras clínicas se basa en la identificación de 
estos factores de virulencia a partir de aislados fecales utilizando PCR o ELISA (Sack et al., 
1980; Thompson et al., 1986; Sjoling et al., 2007). 
 
EAEC, es definida como la E. coli que no secreta ST, ni LT de ETEC, la cual manifiesta una 
característica agregativa o de “ladrillos apilados” cuando se adhieren a la superficie de las 
células HEp-2. El estándar de oro para la identificación de EAEC es la prueba de adherencia a 
células HEp-2. (Cobeljić et al., 1996; Dudley et al., 2006). 
 
DAEC, tiene la habilidad de adherirse al enterocito de superficie HEp-2/HeLa, que  se define 
por un patrón difuso de la adherencia con poca agregación (Scaletsky et al., 1984; Nataro et 
al., 1985; Nataro et al., 1987; Servin, 2005). Técnicas basadas en PCR, como el PCR-
multiplex, para definir colonias E. coli obtenidas a partir de cultivos ofrecen un diagnostico 
practico, rápido y preciso (Vidal et al., 2005). 
 
EIEC, comparte muchas características con Shigella, y exhibe un fenotipo similar, pero 
provoca síntomas similares a otras E. coli diarreogénicas en lugar de la disentería más grave 
asociada a Shigella. Por ejemplo, algunos antígenos O de EIEC son idénticos o muy próximas 
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a los antígenos O de Shigella y esa característica complica la discriminación entre EIEC y 
Shigella en la serotipificación convencional (Cheasty et al., 1983; Li et al., 2009).  
 
AIEC ha sido implicado como uno de los agentes causales de la enfermedad Crohn (DC), que 
es una enfermedad inflamatoria intestinal que afecta principalmente el intestino delgado y 
también esta ligada a la colitis ulcerativa (Loftus, 2004; Martinez-Medina et al., 2009; Miquel 
et al., 2010; Krause et al., 2011). Cepas de E. coli son aisladas de pacientes con DC y esto se 
ha utilizado en el diagnóstico para identificar AIEC (Baumgart et al., 2007; Martinez-Medina 
et al., 2009). Sin embargo, la identificación de AIEC de un subgrupo de individuos sanos y 
varios casos de CD negativos a AIEC reflejan la implicación de determinantes genéticos del 
hospedero; así como,  de un diferente cebador microbiano en pacientes CD (Sartor, 2005). 
 
Por otro ladoExPEChan sido asociadas a una serie de condiciones clínicas como UTI 
causadas por UPEC)(Russo y Johnson, 2000; Johnson y Russo, 2002). El diagnóstico se 
confirma cuando se observa ≥ 103bacterias / ml en una muestra de orina y no es necesario 
realizar un cultivo en pacientes con infección urinaria con síntomas típicos y una historia 
previa (Kodner y Thomas Gupton, 2010).MAEC (Russo y Johnson, 2000; Johnson y Russo, 
2002) es un factor importante de mortalidad y morbilidad, con tasas de letalidad de 15 - 40 % 
y con un 50 % de sobrevivientes con secuelas neurológicas (Gladstone et al., 1990; Unhanand 
et al., 1993; Dawson et al., 1999; Klinger et al., 2000; Stevens et al., 2003).Un factor 
importante que contribuye a la mortalidad y morbilidad son la falta de comprensión  de la 
patogenia de esta enfermedad (Kim, 2012). 
2.6. GRUPOS FILOGENÉTICOS 
Dentro del género Escherichiahan sido descritas especies como E. fergusoni (Farmer et al., 
1985) yE. albertii,la cual fue posteriormente descrita como segunda especie nueva (Huys et 
al., 2003). Tambien fuedescrita la relación evolutiva entre E. albertii y E. coli,  como 
resultado de esta relación, la identidad deShigella boydii serotipo 7 y 13 (Hyma et al., 2005). 
Por otro lado se concluyó que todas las especies y serotipos de Shigella nombrados son en 
realidad miembros de E. coli (Sims y Kim, 2011). Además, existen otras 3 especies 
nombradas de Escherichia: E. blattae, E. vulneris y E. hermannii, pero las cepas de estas 
especies están solo relacionadas distantemente de otras Escherichia y no son miembros 
validos del género (Walk et al., 2009).  
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MLST es una técnica muy importante ya que ha contribuido al entendimiento de la evolución, 
ecología, epidemiología y genética de poblaciones de bacterias (Maiden et al., 1998). Existen 
3 esquemas MLST usados para E. coli y estos datos MLST han sido colectados para una gran 
cantidad de aislados, los cuales están disponibles en la web (http://mlst.ucc.ie/mlst/dbs/Ecoli, 
www.pasteur. fr/recherche/genopole/PF8/mlst/EColi.html y http://www.shigatox.net/stec/cgi- 
bin/index). Junto con el crecimiento de base de datos MLST, hay un número creciente de 
estudios que aíslan y caracterizan a E. coli a partir de fuentes no clínicas (Gordon y Cowling, 
2003; Wirth et al., 2006; Walk et al., 2007).  Estos estudios han revelado más variación 
genéticasdel género Escherichia, y también fueron descritos 5 clados crípticos dentro del 
mismo (Walk et al., 2009). El termino clado críptico fue usado por los métodos de 
fenotipificaion estándar, cepas relacionadas a estas nuevas especies de Escherichia son 
fenotípicamente indistingibles de E. coli. 
 
Durante mucho tiempo se ha reconocido que existe una considerable subestructura genética 
en E. coli (Chauduri y Henderson, 2012). Ochman y Selander (1984), elaboraron un colección 
de referencia de E. coli (ECOR) sometiendo 11 loci que codifican enzimas a la prueba MLEE 
y obtuvo como resultado 72 ECOR. Herzer  et al. (1990), sometieron a las 72 ECOR a la 
prueba MLEE utilizando 38 loci que codifican enzimas dando como resultado una 
distribución de cuatro grupos filogenéticos principales: A, B1, B2 y D. Las relaciones 
filogenéticas entre cepas se determinaron mediante el análisis de la matriz de distancia 
genética por el método NJ. El uso de esta distribución filogenética de E. coli ha sido reforzada 
por otros estudios (Desjardins et al., 1995; Wirth et al., 2006); aunque, en la actualidad otros 
trabajos reconocen la existencia de grupos filogenéticos conocidos como C y F;Las cepas del 
grupo filogenético C, estan estrechamente relacionadas con cepas del grupo filogenético B1, y 
las cepas del grupo filogenético F están relacionandas con cepas B1 y D (Tenaillon et al., 
2010). Existe también el grupo filogenético E del cual O157:H7  es el miembro más conocido 
(Chauduri y Henderson, 2012). 
Los grupos A y B1 son considerados como grupos hermanos y el grupo B2 es considerado 
como el grupo filogenético que representa el linaje ancestral de E. coli (Lecointre et al., 
1998). El tamaño del genoma varía entre los cuatro filogrupos con cepas A y B1 que tienen 
genomas más pequeños que las cepas B2 o D (Bergthorsson y Ochman, 1998). La 
distribución (presencia / ausencia) de una variedad de genes que se cree que permitirá a una 
cepa causar enfermedad extraintestinal también varía entre las cepas de los cuatro filogrupos 
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(Johnson et al., 2001). Las cepas de los grupos B2 y D son aislados con menos frecuencia del 
medio ambiente, de los peces, ranas y reptiles que de las cepas A o B1 (Gordon y Cowling, 
2003; Walk et al., 2007). En los mamíferos, las cepas del grupo B2 son aisladas con mayor 
frecuencia a partir de los hospedadores que poseen modificaciones para la fermentación 
microbiana del intestino grueso (Gordon y Cowling, 2003). Las cepas del grupo B2  han 
demostrado persistir durante periodos más largos en los lactantes que otras cepas de E. coli 
(Nowrouzian et al., 2006).  
 
Entre los humanos que viven en países desarrollados, como Australis, Estados Unidos y 
Europa, la cepa B1 es reportada con menos frecuencia que cepas relacionadas a otros grupos 
filogenéticos. En contraste cepas de los grupos filogenéticos A y B1 parecen ser predominates 
en humanos que viven en países en vías de desarrollo (Gordon y Cowling, 2003; Li et al., 
2010; Tenaillon et al., 2010;). En resumen las cepas responsables de lainfección 
extraintestinal pueden provenir de cualquiera de los filogrupos de E. coli,aunque la mayoría 
de los aislados son miembros del grupo filogenético B2 y en menor medida, D. 
 
En el 2000 Clermont et al. elaboraron una estrategia basada en el PCR triplex para la 
asignación rápida de aislados de E. coli a cada filogrupo. Esta estrategia utilizó tres 
marcadores filogenéticos: dos genes, chuA (que cumple la función de sideróforo), yjaA 
(involucrada en la respuesta al estrés de E. coli al peroxido de hidrogeno, cadmio y acido; así 
como a la formación de biopeliculas [Lee et al., 2009]) y un fragmento de anónimo 
TSPE4.C2 (ligado a un gen putativo de estereasa lipasa [Gordon et al., 2008]).  
 
Los genes chuA (1983 pb), yjaA (384 pb), y el fragmento TSPE4.C2 (contenida en el gen 
estereasa lipasa putativo de 909, 921 ó 984 pb de acuerdo a la cepa) están en sintenia entre las 
diferentes cepas. El gen chuA está entre yhiF y yhiD, y cuando no se encuentra en la cepa, 
todo el operón de 9 kb, que está constituido por chuS, chuA, chutT, chuW, chuX, chuY, chuU 
y hmuV, está ausente. El gen yjaA esta flanqueado por rrfE y yjaB, y cuando está ausente, 
solo encontramos estos dos últimos. El fragmento TSPE4.C2 se sitúa entre yiiD y yiiE, y 
cuando está ausente, solo el gen estereasa lipasa putativo está ausente. Cuando uno de estos 
tres genes está ausente de la cepa estos no van a ser reemplazados por otros fragmentos de 
ADN (Gordon et al., 2008). 
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En un estudio en el que se utilizó la prueba MLST para agrupación filogenética se pudo 
asignar al 85-90 % de las cepas analizadas y el 80-85% de las cepas asignadas a un filogrupo 
con el método de Clermont fue correcto (Gordon et al., 2008).  
 
El método de Clermontet al. (2000) ha sido utilizado en diferentes estudios (Duriez et al., 
2001; Higgins et al., 2007; Orsi et al., 2007; Jaureguy et al., 2008; Hannah et al., 2009; 
Doumith et al., 2012) y hasta enero del 2015 ha tenido 1056 citaciones en la web científica 
Thomson Reuters (Clermont et al., 2015). 
 
2.7. CARACTERIZACIÓN 
La edad, la especie animal afectada, los signos clínicos y la duración de la enfermedad puede 
sugerir el tipo de infección y la categoría de la enfermedad. La selección de muestras, los 
procedimientos de laboratorio para diagnóstico el apropiado tratamiento, y medidas de control 
son influenciadas por la historia, el progreso de la enfermedad y el sistema u órgano afectado.  
 
En el diagnostico de infecciones oportunistas causadas por E. coli, es suficiente aislarla en un 
crecimiento casi puro a partir de muestras tomadas cuidadosamente como de hisopados 
cervicales, muestras de leche mastítica y orina. El cultivo se realiza en agar MacConkey o 
agar sangre y es incubada a 37º C por 24 h a 48 h (Manning, 2010; Quinn et al 2011). 
Criterios de identificación para los aislados: Las colonias de E. coli en agar sangre son grises, 
circulares y brillantes con un olor característico. Estas colonias pueden ser hemolíticas o no 
hemolíticas; colonias en agar MacConkey son de color rosa brillante; la prueba IMViC puede 
ser usada para la confirmación; las colonias de algunas cepas de E. coli tienen un brillo 
metálico en agar EMB; un perfil bioquímico puede ser necesario para identificar aislados de 
mastitis coliforme o cistitis (Quinn et al., 2011). En casos sospechosos de colisepticemia, el 
aislamiento del organismo en cultivo puro a partir de sangre o de tejido parenquimatoso es 
considerado confirmatorio. Cuando se sospecha de ETEC, cualquiera de sus enterotoxinas o 
antígenos fimbriales pueden ser confirmadas por métodos inmunológicos o técnicas 
moleculares tales como PCR (Thorns et al., 1989; Carroll et al., 1990; DebRoy y Maddox 
2001). La prueba diagnóstica de cada patotipo es mencionada en el punto 2.5.  
 
2.7.1. TIPIFICACIÓN 
Es importante establecer relaciones entre las diferentes cepas de bacterias para la 
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identificación de brotes, determinación de la fuente de infecciòn, establecimiento de vías de 
transmisión, obtención de conocimientos sobre la distribución global de los patógenos para 
comprender cómo han evolucionado estos patógenos, y el tratamiento de enfermedades (van 
Belkum et al., 2001; Li et al., 2009; Sabat et al., 2013). A través de los años, muchos métodos 
de tipificación han sido establecidos para ayudarnos en este entendimiento. Algunos de los 
primeros métodosestuvieronbasados en la tipificación fenotípica, incluyendo pruebas basadas 
en la bioquímica y serotipificación, mientras que los métodos más modernos estan basados en 
los componentes genéticos de las bacterias; como por ejemplo,la presencia o ausencia,o 
número de marcadores genéticos especificos (van Belkum et al., 2001; Li et al., 2009; Sabat 
et al., 2013). 
Los métodos de tipificación varían de acuerdo a su poder de discriminación, 
reproductibilidad, facilidad de ejecución, facilidad de interpretación y costo (van Belkum et 
al., 2001; Karama y Gyles, 2010). La elección del método más apropiado dependerá del 
propósito de la tipificación, recursos disponibles, resultado deseado y nivel de discriminación 
requerido. Existen algunas ventajas y desventajas asociadas con los diferentes métodos de 
tipificación (van Belkum et al., 2001; Karama y Gyles, 2010; Rivas et al., 2015). 
El perfil bioquímico involucra la reacción de un aislado en particular a un rango de pruebas 
bioquímicas las cuales pueden incluir fermentación de diversas fuentes de carbono. La huella 
metabólica resultante del aislado puede ser analizado por matrices fenotípicas disponibles 
comercialmente (O‟Sullivan et al., 2007); la serotipificación, la cual esta basado en el 
esquema tradicional de Kauffman para E. colise basa en el serotipado de los perfiles de 
antígenos de superficie somático (O), flagelar (H) y capsular (K) (Kaper et al., 2004); MLEE 
fue desarrollado para la tipificación de aislados de bacterias y se basa en la movilidad 
electroforética diferencial de enzimas especificas las cuales son separadas usando geles de 
almidón (Whittam et al., 1983; Selander et al., 1986); MLSTesta basada en la MLEE pero la 
diferencia radica en que mientras la MLEE  determina la movilidad electroforética de las 
enzimas, en la MLST se realiza la secuenciación de los genes asociados a estas enzimas 
(Maiden et al., 1998). El concepto de PCR se desarrollaen el punto 2.7.2 del presente trabajo 
ya que es la principal prueba utilizada en la parte experimental del proyecto. Podemos 
mencionar que su variante PCR-triplex actualmente ha reemplazado el uso de MLEE y MLST 
para el análisis filogenético poblacional de E. coli debido a su simplicidad y accesibilidad de 
la tecnología PCR (Gordon et al., 2008; Clermont et al., 2000; Clermont et al.,2013).    
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2.7.2. REACCIÓN EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR) 
La PCR fue desarrollada por Kary Mullis en 1988 y es en esencia replicación de ADN in vitro 
(Madigan et al., 2011). Que nos permite, a través de la clonación molecular, producir y aislar 
grandes cantidades de una muestra de ADN en particular (Cooper y Hausman et al.,2010).  
 
La PCR es una herramienta poderosa, fácil de usar, muy sensible,altamente especifica y 
eficiente. Durante cada ronda de amplificación la cantidad de producto se duplica, lo que lleva 
a un aumento exponencial del ADN. Esto significa que no solo una gran cantidad de ADN 
puede ser  amplificado en unas pocas horas sino que también se necesitan unas pocas 
moléculas de ADN diana para iniciar la reacción (Madigan et al., 2011). La amplificación 
exponencial de un fragmento especifico de ADN, usando la PCR, está determinado por 
secuencias introducidas en la reacción, denominadas partidores, cebadores o primers, y a 
partir de los cuales la enzima ADN polimerasa, realiza la síntesis exponencial.  
 
Cada ciclo de amplificación consta de tres etapas (Corvalán, 2002): desnaturalización, durante 
esta etapa, se rompen los enlaces que mantienen el ADN como una hebra doble dando lugar a 
una monocatenaria. Las dos cadenas se separan por  el aumento de temperatura, lo que se 
denomina desnaturalización; para que ocurra este proceso, la temperatura debe elevarse  a 93 
ó 96º C (Erlich, 1989; Elnifro et al., 2000 Salazar et al., 2013); hibridación o alineamiento, en 
este paso la mezcla de la reacción se enfría a 50 – 60º C, permitiendo a los cebadores unirse a 
la porción especifica del ADN monocatenario para la que han sido diseñados. Se requieren 
dos cebadores, uno que es complementario a la cadena diana orientada hacia 3‟ → 5‟ y otro 
cebador que es complementario a la otra hebra con orientación 5‟ → 3‟ (Erlich, 1989; Elnifro 
et al., 2000; Salazar et al., 2013); y finalmente la extensión, en esta fase, los cebadores se 
extienden a lo largo de la secuencia diana utilizando la taq polimerasa en presencia de dNTP y 
así lográndose la duplicación del ADN diana. La temperatura de trabajo ideal para la Taq 
polimerasa es de 72º C (Erlich, 1989; Elnifro et al., 2000; Salazar et al., 2013). 
 
Los reactivos de la reacción incluyen: ADN plantilla o diana, se puede realizar la 
amplificación del ADN diana por PCR si está presente por los menos una muestra intacta de 
esta. Si el número de ejemplares del gen diana es mayor, también lo será la probabilidad de 
que tenga éxito la amplificación del ADN (Erlich, 1989; Elnifro et al., 2000; Salazar et al., 
2013); desoxirribonucleótidos trifosfato (dNTPs), son la materia prima necesaria para la 
síntesis de ADN. La concentración de cada uno de ellos debe estar entre 20 – 200 μM y los 
19  
cuatro dNTP deben utilizarse a concentraciones equivalentes para minimizar los errores de 
incorporación (Innis et al., 1988); Los cebadores, delimitan la zona del ADN a amplificar y al 
ser reconocidos por la Taq polimerasa permiten iniciar la reacción (Bolivar y Garcia-Lugo, 
2014). Siempre que se conozca la secuencia de nucleótidos del ADN diana que queremos 
amplificar, se pueden diseñar cebadores que inicien la síntesis de ADN en el punto deseado. 
Los cebadores son habitualmente oligonucleótidos sintetizados químicamente, compuestos de 
15 a 20 pares de bases. Dos primers inician la síntesis de ADN en direcciones opuestas desde 
hebras opuestas (Cooper y Hausman, 2010); La Taq polimerasa, se utiliza el ADN polimerasa 
de bacterias termoestables para poder soportar los múltiples ciclos de calentamiento y 
enfriamiento que se llevan a cabo en los termocicladores (Cooper y Hausman, 2010). EL 
ADN polimerasa de Thermus aquaticus (Taq polimerasa) es homóloga a la ADN polimerasa I 
(Pol I) de E. coli (Eom et al.,1996). ADN polimerasas son enzimas que pueden sintetizar una 
nueva hebra de ADN a partir de desoxirribonucleótidos trifosfato (dNTPs) utilizando una 
cadena de ADN de diana y un cebador con un extremo 3' OH para iniciar el proceso de copia 
(Erlich, 1989) y cloruro de magnesio (Liu, 2010).  
 
Esta técnica ha evolucionado desde su invención. En la actualidad, gracias a los múltiples 
sistemas de detección, variantes en los iniciadores y cantidad de pares de primers empleada, 
se dispone de diversas variantes de la técnica:PCR concencional, se basa en la detección de 
producto de amplificación mediante una electroforesis en gel de agarosa o acrilamida. El 
producto amplificado se visualiza mediante una banda  en el gel. La intensidad de la banda se 
considera proporcional a la cantidad de producto amplificado y su longitud se verifica 
interpolando contra un marcador de peso molecular comercial. PCR cualitativa, esta 
modalidad de PCR permite detectar la presencia o ausencia de un afragmento de ADN 
determinado; es decir, solo se reporta si una muestra es positiva o negativa ante la presencia 
de un determinado ADN. PCR semicuantitativa, permite conocer los niveles de exprecion de 
un gen en particular, y normaliza los niveles encontrados de este gen (ARNm) con los 
encontrados en un gen de expresión constitutiva, que se expresa de manera constante en la 
celula. Al realizar una relación entre la expresión del gen de interés con la expresión del gen 
constitutivo el índice que se obtenga indicará la expresión real del gen de interés y se reporta 
como porcentaje de expresión. PCR cuantitativa, el producto es cuantificable, lo que permite 
reportar en números absolutos la cantidad de un microorganismo o del ARNm de un gen de 
muestra. PCR anidada, esta variante proporciona mayor sensibilidad a la técnica, al amplificar 
las secuencias de ADN en dos rondas de amplificación con distitintos pares de primers en 
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cada una. Osea es, primero se realiza una PCR con un a par de cebadores externos para 
amplificar una región de ADN extensa, que contiene el segmento diana que se desea 
amplificar y después este producto de amplificación sirve de molde para una segunda PCR 
con otro par de iniciadores para amplificar una región más pequeña. PCR en tiempo real, lo 
que cambia en esta variante es el método de teccion del producto amplificado y su 
temporalidad; osea, la detección de las copias del producto de PCR se realiza al mismo 
tiempo que sucede la amplificación. Y PCR multiple, en este tipo de PCR se realiza 
laamplificación de más de un fragmento de ADN en una sola reacción de PCR con dos o más 
juegos de primers (cada juego para un gen en particular). Tiene la ventaja de que ahorra 
tiempo y reactivos, pero presenta el incoveniente de que el diseño de los primers debe ser 
adecuado para que no se complementen entre ellos (hibridaciones indespecificas). La PCR 
multiple o multiplex puede emplearse para la búsqueda de varias deleciones, mutaciones y 
polimorfismos en un solo gen o en múltiples. Esta técnica se utiliza para el análisis 
simultaneo de multiples marcadores moleculares asociados a alguna enfermedad, para la 
detección simultanea de varios agentes patógenos, organismos genéticamente modificados o 
en la determinación de grupos filogenéticos, como es el en caso de E. coli.  
 
2.8. COLIBACILOSIS EN ALPACAS 
2.8.1. EPIDEMIOLOGÍA 
La colibacilosis es una enfermedad infecciosa que constituye un factor limitante de gran 
magnitud en la producción de camélidos sudamericanos. La alta morbilidad y mortalidad 
causada, en mayor medida en las crías de alpacas, se traduce en grandes perdidas económicas 
(Fernández-Baca, 2005).Las enfermedades infecciosas son la principal causa de mortalidad en 
las crías y su presentación esta asociada a una transferencia pobre de la inmunidad de la 
madre a las crías a través del calostro (Garmendia et al., 1987). Si el calostro se da de manera 
correcta, esta favorece a la supervivencia de las crías (Ameghino y DeMartini, 1991); por lo 
tanto, la ingestión de calostro es esencial para la supervivencia del recién nacido. El fracaso 
de la transferencia pasiva de anticuerpos es el principal determinante de la enfermedad 
septicémica, modula la ocurrencia de la mortalidad y gravedad de la enfermedad entérica y 
respiratoria en la vida temprana, afectandoel rendimiento en edades mas tardías (Wernery, 
2001). 
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En general, la diarrea colibacilar neonatal se presenta con mayor frecuencia en los terneros, 
corderos y lechones de 1-3 días después del nacimiento siendo esta la enfermedad entérica 
más comúnmente diagnosticada en los animales jóvenes (Wray y Morris, 1985) y en el caso 
de crías de alpaca las principales causas de mortalidad neonatal son las enfermedades 
infecciosas y manejo inadecuado (Ameghino y De Martini, 1991).  
 
En la Estación Experimental de Camélidos Sudamericanos La Raya se determino que la tasa 
de mortalidad de camélidos durante un periodo de 3 años fue del 12 % (Bustinza et al., 1988). 
La mortalidad dentro de los 3 o 4 meses de vida alcanzan cifras elevadas que en algunos casos 
superan el 50 % de los animales nacidos (Fernández Baca, 2005) pudiendo llegar hasta el 80 
% (Bustinza et al., 2001).  
 
Por otro lado, los patógenos entéricos asociados a la diarrea neonatal en los camélidos 
sudamericanos son los rotavirus, coronavirus, determinadas cepas de E. coli, Cryptosporidium 
spp., Giardia spp. y Coccidia (Rulofson et al., 2001; Rosadio y Ameghino, 1994; Cebra et al., 
2003; Whitehead y Anderson, 2006; Foster et al., 2008; Waitt et al., 2008).  Morales et al. 
(2007) concluyo que la asociación entre rotavirus, el biotipo de la E. coli, y el antígeno 
fimbrial F41 podría ser la causa de diarrea en el 18.8 % del 30 – 40 % de la población de 
alpacas neonatas afectadas. 
 
En otro estudio, a paritr de muestras fecales de 51 alpacas menores de 50 días de edad, cuya 
muerte estuvo asociada a diarreas o presentaban signos clínicos de diarrea, se aisló E. coli
potencialmente productoras de procesos diarreicos, y algunas de ellas son capaces de 
desencadenar infecciones fatales en crías a edades muy tempranas (Luna et al., 2012). Cid et 
al., 2011 concluyo que cepas EPEC y VTEC pueden ser la principal causa de diarrea en 
alpacas en la región andina del Perú. 
 
 
2.8.2. MANIFESTACIONES CLÍNICAS 
Los signos clínicos más característicos de la colibacilosis, son diarrea profusa con heces de 
color blanquecino, blanco amarillento o blanco verdoso, acompañada de perdida de peso, 
abdomen abultado, postración, acidosis, perdida de peso hasta caquexia y muerte,no hay 
22  
temperatura elevada (Moro, 1965; Alva y Calderón, 1987), algunas crías pueden presentar 
apetito depravado ingiriendo tierra y piedrecillas. La diarrea puede persistir por varios días (5-
20) y cursa con deshidratación, perdida de peso. La mayoría de casos ocurreen lugares donde  
se mantienena los animales en corrales sucios, húmedos y con bastante barro. En resumen, las 
crías se muestran muy débiles, deprimidas, postradas y luego mueren, aunque algunas crías se 
recuperan (Moro, 1965; Alva y Calderon, 1987).  
 
2.8.3. HALLAZGOS DE NECROPSIA 
En un estudio, realizado en la localidad de Nuñoa-Puno, de 148 alpacas, siete murieron con 
lesiones compatibles con colibacilosis y se realizo la necropsia, se encontraron lesiones con 
las siguientes características: moderada a severa acumulación de fluido intraluminal, 
acompañados de moderada a severa hiperemia, y regular a pobre estado de carnes (Palacios et 
al., 2005). Esta información es compatible con otras realizadas anteriormente en la que se 
agrega la no presencia de gas en el intestino (Moro, 1965).  
 
La descripción histopatológica fue realizada por Palacios et al. (2005) y determino lesiones 
variables en yeyuno: 3 casos con vellosidades alargadas, llegando a fusionarse en algunas 
zonas, el epitelio intacto con discreta hiperplasia de células caliciformes, y el corion con leve 
a moderada infiltración linfoplásmica e hiperemia. Otros 4 casos presentaron vellosidades del 
yeyuno menos alargadas en comparación con las primeras, el epitelio con descamaciòn 
profusamente en muchas zonas, quedando expuesta la membrana basal (Palacios et al., 2005). 
Foster et al. (2008) describe enteropatía en tres crías de alpaca con evidencia histopatológica 
de lesiones intestinales AE (attaching and effacing) . Esto se fue confirmado por microscopia 
electrónica en un caso donde la mucosa estaba aplanada en algunas zonas con varias colonias 
bacterianas cocobacilares íntimamente adheridas a la superficie de los enterocitos de 
vellosidades y en enterocitos desprendidos 
 
2.8.4. DIAGNOSTICO 
El diagnostico de la causa de la diarrea aguda implica una cuidadosa colección de la historia, 
estado físico y pruebas de laboratorio. Además se debe determinar si la diarrea es el problema 
primario o parte de un síndrome o complejo infeccioso. Los camélidos con diarrea primaria 
tienden a tener diarrea profusa, heces acuosas y menos evidencia de enfermedad sistémica. 
Los signos de enfermedad sistémica que sugieren más que una simple enfermedad diarreica 
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incluyen fiebre, cólicos (peritonitis o intoxicaciones), vómitos (por envenenamiento) o 
distención abdominal (por problemas hepáticos) (Whitehead y Anderson, 2006; Whitehead y 
Cebra, 2010; Cebra, 2010). Pruebas de laboratorio de enfermedades más complejas incluyen 
neutropenia o un cambio degenerativo hacia la izquierda, alta concentración de enzimas 
hepáticas y anomalías en liquido peritoneal (conteo alto de células, concentración de proteínas 
o presencia de microbios). El crecimiento de E. coli a partir de muestras recolectadas de heces 
no son suficiente para confirmar su papel en la enfermedad; de manera contraria,el 
crecimiento positivo a partir de muestras tomadas de sangre o fluido peritoneal son 
compatibles con sepsis y son mas confirmatorias (Whitehead y Anderson, 2006; Whitehead y 
Cebra, 2010 ; Cebra, 2010).Para el diagnostico de E. coli patógenas algunas de las siguientes 
metodologías son necesarias: serotipificación, prueba de adherencia sobre células HEp-2, 
tinción fluorecente para actina, diferentes técnicas de biología molecular par amplificar los 
genes que codifican factores de virulencia (Sack et al., 1980; Thompson et al., 1986; 
Chapman et al., 1991; Zadik et al., 1993; Cobeljić et al., 1996; Nataro y Kaper, 1998; Vidal 
et al., 2005; Dudley et al., 2006; Sjoling et al., 2007; Kodner y Thomas Gupton, 2010). 
 
2.8.5. DIAGNOSTICO DIFERENCIAL 
La mayoría de bacterias se asocian con los más graves síndromes de enteritis con signos 
sistémicos. E. coli y otros organismos coliformes han sido aislados de sangre y tejidos 
postmortem; pero siempre es difícil de interpretar si son invasores primarios o colonizadores 
de lesiones preexistentes (Whitehead y Cebra, 2010 ; Cebra, 2010). 
 
Evidencia convincente de un proceso ulceroso predisponente producido por coccidiosis, 
gusanos gastrointestinales, acidosis, impactación o bezoar normalmente existen en animales 
viejos. La mayoría de infecciones por coliformes parecen ser oportunistas y afectar de manera 
individual a los animales y con lesión preexistente que pueda facilitar la infección.  
 
Salmonella es un problema relativamente raro, pero la prevalencia parece aumentar con el 
tamaño del rebaño, ocasiona diarrea y esta es generalmente leve en comparación con el grado 
de depresión.Salmonella es generalmente considerado como un patógeno virulento y no 
requiere coinfección o daño previo (Whitehead y Cebra, 2010; Cebra, 2010).  
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Clostridium prefringens  es la causa más conocida de enteritis en crías de alpaca. Existe 
evidencia que sugiere que C. prefringens, un invasor secundario de tejidos dañados por 
coccidiosis, giardiasis o infección por coronavirus (Whitehead y Cebra, 2010; Cebra, 2010; 
Rosadio et al., 2012). Se observa depresión rápidamente progresiva, anorexia, postración, 
timpanismo, cólicos, coma y la muerte suele ser rápida. El volumen de diarrea disminuye 
cuando la clostridiosis se convierte en la condición dominante y esta se torna sanguinolenta.  
 
Otros agentes patógenos están asociados a la diarrea neonatal,como virus: coronavirus, 
rotavirus (Morales et al., 2007; Lópezet al., 2011); parásitos: Cryptosporidium, Giardia, 
Eimeria y Trichuris(Whitehead y Cebra, 2010 ; Cebra, 2010).Antígenos de rotavirus y 
coronavirus fueron detectados en heces de crías de alpaca con diarrea.Se culpa a coronavirus 
de causar enfermedad diarreica en los recién nacidos y también de causar enfermedad en 
adultos (Morales et al., 2007; Lópezet al., 2011). 
 
2.8.6. PREVENCION Y CONTROL 
Animales recién nacidos deben recibir una adecuada cantidad de calostro poco después del 
nacimiento. Los anticuerpos calostrales pueden prevenir la colonización del intestino por 
parte de E. coli patogénicas. Las crías de alpacas nacen con baja concentración de 
inmunoglobulina gamma, debido al tipo de placenta de los camélidos (epiteliocorial difusa). 
El calostro de los camélidos contiene, principalmente, inmunoglobulina G (IgG) y la eficacia 
de su absorción disminuye hasta las 24 horas de vida (Bravo et al., 1997; Wernery, 2001, 
Tibary et al., 2010). Las concentraciones de IgG aumentan rápidamente después de la 
ingestión del calostro en las crías y alcanzan un pico entre las 24 y 48 horas de vida, luego 
empiezan a declinar de forma continuada (Bravo et al., 1997; Wernery, 2001, Tibary et al., 
2010).  
 
En cuanto al tratamiento, debido a la naturaleza compleja de la diarrea, no siempre se obtiene 
resultados satisfactorios, como profiláctico o terapeutico. El tratamiento de rehidratación para 
el reemplazo de electrolitos es de suma importancia para las crías enfermas. Una vez que se 
ha presentado la enfermedad se podrá practicar lo siguiente: Separar a las crías enfermas y 
tratarlas individualmente, conducir al resto del rebaño a pastos de buena calidad y suministrar 
productos antimicrobianos (Ameghino y De Martini, 1991). 
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2.8.7. IMPORTANCIA EN SALUD PUBLICA 
Como sedescribio anteriormente, E. coli se encuentra en el suelo, agua, lodo y en todo el 
entorno natural; sin embargo, cepas de E. coli están específicamente adaptados a vivir en el 
intestino de animales de sangre caliente. E. coli constituye el 10% de los microorganismos 
intestinales de animales y humanos; en consecuecia, existen coliformes en heces humanas que 
son patógenas. Por lo tanto,E. coli es considerada un riesgo contamiente no solo en el agua 
sino en alimentos; además, en los últimos años ha habido un incremento de reportes de 
alimentos contaminados por E. coli (CDC, 2004; Erickson et al., 2007). Como un 
contaminate del agua, E. coli fue elegido como indicador de la cantidad  de nivel de heces 
humanas en el agua, siendo el monitoreo de los niveles de contaminación por E. coli, 
importantes porque las diferencias entre cepas de patógenas y no patógenas son a menudo 
detectables solo a nivel molecular; sin embargo, muchas de estas diferencias provocan 
cambios en la fisiología o ciclo de vida de la bacteria (Pearson, 2007). 
 
Nuevas cepas de E. coli surgen todo el tiempo de procesos biológicos de variabilidad genética 
(por ejemplo: mutacion, HTG [Ochman et al., 2000]) y algunas de estas cepas desarrollan 
características que pueden ser perjudiciales para su hospedero. Aunque en individuos sanos 
cepas patógenas probablemente solo causen más que un episodio de diarrea. En los individuos 
mas jóvenes o los inmunocomprometidos estas cepas virulentas pueden causar enfermedades 
graves o incluso la muerte. Un ejemplo reciente de la evolución de una cepa virulenta esta 
representado por E. coli O157:H7, el cual posee el fago stx, el cual transporta los genes que 
codifica a Stx (Blanco et al., 2004; Kaper et al., 2004). La toxina Shiga ha llevado y esta 
conduciendo la aparición de patógenos productores de Stx y desde la aparición de  E. coli 
O157:H7 como causa de enfermedad humana significativa, se han reportado más de 500 
diferentes serogrupos de E. coli que producen Stx (Kaper et al., 2004; Zhou et al., 2010). 
 
Infeccion por STEC es una enfermedad de notificaciónobligatoria en USA y en muchos otros 
países (Chang et al., 2009).  Es altamente prevalente en USA, en países europeos, Reino 
Unido, Japón, Sudamérica y Australia. En USA, seguido del primer brote en 1982, el número 
y severidad de los brotes ha aumentado dramáticamente (CDC, 2012). STEC causa 265,000 
casos al año en USA (Scallan et al., 2011) y E. coli O157:H7 es el serotipo STEC responsable 
de enfermedad en USA (Tarr et al., 2005), causando mas de 96,000 casos de enfermedad y 17 
brotes anualmente. Desde 1982 hasta 2002 se han reportado 350 brotes de E. coli O157:H7 en 
USA (Scallan et al., 2011).La epidemiologia de STEC en Sudamérica es marcada por una 
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incidencia notablemente baja del serotipo E. coli O157:H7 (Lopez et al., 1995; Aidar-
Ugrinovich et al., 2007). En Argentina E. coli O157:H7 fue aislado de 0 – 18 % de casos de 
STEC, 9 % en Chile y ningún caso en Uruguay. Un brote que se origino en Alemania en 
Mayo del 2011y que luego se extendió a la mayoria de países de Europa y del que se 
identifico 4200 casos a nivel mundial,  estuvo marcado por una sorprendente alta tasa de HUS 
(22%) y colitis hemorrágica (78%) (Buchholz et al., 2011; Rasko et al., 2011; Wu et al., 
2011).  
 
Enfermedades diarreicas son la principal causa de muerte en países en vías de desarrollo, 
donde más de la quinta parte de todas las muertes son de niños menores de 5 años y se puede 
atribuir a la diarrea infecciosa (Kosek et al., 2003). En conjunto , se estima que los patógenos 
diarreicos causan entre 1 a 2 millones de muertes anualmente (Kosek et al., 2003; Boschi-
Pinto et al., 2008). ETEC contribuye significativamente a la mortalidad asociada con 
enfermedad diarreica, ocasionando ciento de miles de enfermedades cada año. ETEC esta 
relacionada con los casos de diarrea presente en los viajeros principalmente que provienen de 
países con un adecuado saneamiento y arriban a países con un pobre sistema sanitario (Black, 
1990; Sack, 1990; Subekti et al., 2003); sin embargo, a pesar de la clara preponderancia de 
infecciones por ETEC en países en vías de desarrollo, una serie de brotes de ETEC a gran 
escala en USA confirma el hecho de que incluso en países industrializados estos organismos 
pueden causar daños graves (Rosenberg et al., 1977; Dalton et al., 1999; Beatty et al., 2004; 
Devasia et al., 2006). 
 
La epidemiologia de EAEC es pobremente entendida. No existe evidencia de un reservorio 
animal de la bacteria (Huang et al., 2004) y brotes de origen alimentario han sido descritos 
(Itoh et al., 1997). Los factores de riesgo para la infección EAEC incluyen viajes a países en 
desarrollo, ingestión de comida y agua contaminada, pobre higiene, susceptibilidad del 
huésped y posiblemente inmunosupresión (Nataro et al., 1985; Okeke y Nataro, 2001; Huang 
y Dupont, 2004). El primer brote reportado ocurrió en una guardería de Serbia en 1995 
(Cobeljic et al., 1996); de los 19 niños afectados, 3 desarrollaron diarrea persistente. Ha 
habido dos brotes de EAEC reportados en Ciudad de México (Eslava et al., 1993). Itoh et al. 
(1997) describieron un brote masivo de diarrea por EAEC  entre los niños de japoneses, 
afectando cerca a 2700  de ellos. En Francia ocurrió un brote de HUS causada por EAEC 
productora de toxina Shiga y se han atribuido a serotipos O111:H2, O111:H21 y O104:H4 
(Morabito et al., 1998; Frank et al., 2011).  
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Patotipos diarreogénicos de E. coli han sido estudiados en poblaciones pediátricas y en 
adultos en el Perú usando una variedad de métodos de diagnostico (serotipificación, cultivo 
de tejidos, ELISA, etc). Sin embargo, una búsqueda de los seis grupos de E. coli 
diarreogénicos reconocidos no se ha hecho en el Perú hasta la ultima década. Estudios 
anteriores (1991 – 2004) (sin utilizar métodos moleculares) encontraron la prevalencia de 
EPEC en niños dentro de 1 – 28 % (Valera et al., 2010). 
 
E. coli diarreogénica como grupo es responsable en promedio del 34 % de todos los casos de 
diarrea de niños peruanos que viven en Lima. La tasa de aislamiento y la frecuencia relativa 
de cada patógeno varia en función de la edad de la población de estudio y el tipo de 
ubicación. Las E. coli diarreogenicas aisladas de niños peruanos son muy heterogéneas 
(multiples serotipos, genes de virulencia variable y polimorfismos). Los laboratorios de 
microbiología en el Perú solo cuentan con una única prueba para detectar algunos serotiposde 
E. coli de EPEC y ETEC. Además, los estudios nacionales de investigación epidemiológica 
de E. coli diarreogénica deben incluir no solo las áreas periurbanas de Lima, sino también 
otras áreas urbanas y rurales del interior del país, donde la higiene no es tan buena (Valera et 
al., 2010). 
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III. MATERILES Y MÉTODOS 
3.1. LUGAR DE ESTUDIO 
Se realizó el muestreo en las comunidades alpaqueras deNinacaca, Huayllay y 
Cochamarca,Pasco; ubicadas por encima de los 3500 msnm. El aislamiento se llevo a cabo en 
el laboratorio de Microbiología del IVITA El Mantaro en los meses de febrero y marzo del 
2014, la PCR-triplex se realizó en la Universidad Autónoma de México (UNAM) en agosto 
del 2014. 
 
3.2. RECOLECCIÓN DE MUESTRAS 
La toma de muestras se realizo a través de hisopados rectales de alpacas neonatas con 
procesos diarreicos. Estos hisopos fueron rotulados y conservados en tubos con medios de 
transporte bacteriano Stuard (Merck) aproximadamente a 4ºC hasta su remisión y posterior 
procesamiento en el laboratorio. 
 
3.3. CULTIVO Y AISLAMIENTO BACTERIANO 
Las cepas fueron cultivadas en el agar McConkey, el cual es selectivo para bacterias 
gramnegativas aerobias o anaerobias facultativas, incubadas a 37º C por 24  horas. Los 
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aislados de colonias presuntivas de E. coli son identificadas a través de pruebas bioquímicas: 
sulfoindol, SIM, malonato, urea, citrato de Simmons, lisina, orinitina, arginina; luego de su 
confirmación las cepas positivas a estas fuerobn colocadas en agar tripticasa de soya para su 
mantenimiento hasta su remisión y procesamiento respectivo  (Cortés-Ortis et al., 2002; 
Corrales et al., 2008) 
 
3.4. EXTRACCION DE ADN 
Las cepas obtenidas por los cultivos y pruebas bioquímicas fueron cultivadas en cardo Luria 
en similares 37º C por 24 horas. Luego se decantan los viales de 1.5 ml y se procede a 
centrifugar 13000 rpm por 5 minutos. Los viales son colocados en baño María a 100º C por 
10 minutos. Terminado ese tiempo las muestras son inmediatamente introducidas en un 
recipiente con hielo por 5 minutos para ocasionar la lisis celular por el cambio brusco de 
temperatura. Finalmente se vuelve a centrifugar a 13000 rpm por 5 minutos (Hernández  et 
al., 2009; Gonzáles et al., 2011). 
 
3.5. AMPLIFICACIÓN DE ADN 
Luego de realizar la extracción del ADN las muestras serán procesadas con la prueba de PCR-
triplex basado en el método de  Clermont et al.(2000). Cada reacción se llevo a cabo mediante 
el uso de una mezcla de 20 µl: 2 µl de buffer tampón 10x (suministrado con Taq polimerasa), 
20 ρmol de cada cebador, cada desoxinucleósido trifosfato (dNTPs) a una concentración de 2 
mM, 2,5 U de Taq polimerasa (ATGC Biotechnologie, noisy-le-Grand, Francia), y 200 ng de 
ADN genómico. La PCR se realizó bajo un protocolo estándar: desnaturalización durante 5 
min a 94° C, 30 ciclos de 30 s a 94 º C, 30 s a 55 º C, y 30 s a 72 ° C, y un paso de extensión 
final de 7 min a 72° C. Los pares de cebadores utilizados y los fragmentos que generan se 
muestran en el cuadro 1.  
 
 
 
 
 
 
 
30  
Cuadro 1. Primers utilizados en la PCR triplex 
 
 
 
 
 
 
 
 
Cuadro 2.  Sistema utilizado por Clermont et al. (2000) para la agrupación filogenética. 
- : Negativo 
+  : Positivo:  
 
 
 
 
 
 
Marcador 
genetico 
Cebador Estructura 
Pares de bases 
generados 
chuA 
chuA.1 5‟-GACGAACCA ACGGTCAGGAT-3‟ 
279 
chuA.2 5‟-TGCCGCCAGTACC AAAGACA-3‟ 
yjaA yjaA.1 5‟-TGAAGTGTCAGGAGACGCT G-3‟ 211 
yjaA.2 5‟-ATGGAGAATGCGTTCCTCAAC-3‟ 
TSPE4.C2 
TSPE4.C2.1 5‟-GAGTAATGTCGGGGCATTCA-3‟ 
152 
TSPE4.C2.2 5‟-CGCGCCAACAAAGTATTACG-3‟ 
chuA yjaA TspE4.C2 Grupo filogenético 
- - - A 
- + - A 
- - + B1 
- + + B1 
+ + - B2 
+ + + B2 
+ - - D 
+ - + D 
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IV. RESULTADOS 
Siguiendo el esquema de llave dicotómica realizada por Clermont et al. (2000)se pudo situar a 
cada E. coli en sugrupo filogenético correspondiente (A: chuA -, yjaA ±, TSPE4.C2 -; B1: 
chuA -, yjaA ±, TSPE4.C2 +; B2: chuA +, yjaA +, TSPE4.C2 ±; D: chuA +, yjaA -, 
TSPE4.C2 ± [cuadro 2]). Siguiendo este algoritmo se determino que los grupos 
filogenéticosB1 y D fueron hallados con mayor frecuencia con 65.55% y 19.33 %, 
respectivamente; el grupo filogenético menos frecuente fue el B2 con 1.68% (cuadro 3). 
 
Cuadro 3. Agrupación de la cepas de acuerdo a la llave dicotómica utilizada en el cuadro 1 (n = 119) 
Clave* 
Grupo 
filogenético 
Total Frecuencia + IC% 
- - - A 11 
13.45 ± 0.13** 
- + - A 5 
- - + B1 75 
65.55 ± 0.37** 
- + + B1 3 
+ + - B2 0 
1.68 ± 0.46** 
+ + + B2 2 
+ - - D 11 
19.33 ± 1.37** 
+ - + D 12 
*Clave: siguiendo el orden mostrado en el cuadro 2 
**intervalo de confianza 
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Foto 1. Gel de electroforesis de los genes chuA, yjaA, y TSPE4.C2 en las muestras 
evaluadas por PCR triplex 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
279pb 
211pb 
152pb 
500pb 
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V. DISCUCIÓN 
 
En el presente estudio, se obtuvo que el grupo filogenético B1 predomina (65.55%) seguido 
de los grupos D (19.33%), A (13.45%) y B2 (1.68%) de 119 muestras. En humanos, las cepas 
del grupo A son predominantes (40.5%), seguido por cepas del grupo B2 (25.5%), mientras 
que las cepas del grupo B1 y D son menos comunes (17% para ambos) (Duriez et al., 2001; 
Escobar-Paramo et al., 2004; Nowrouzian et al., 2009). En animales, predominan las cepas 
del grupo B1 (41%), seguidas por A (22%), B2 (21%) y en menor grado el grupo D (16%) 
(Ochman y Selander, 1984a; Gordon y Cowling, 2003; Escobar-Paramo et al.,  2006; Skurnik 
et al.,  2006; Baldy-Chudzik et al., 2008). Estas diferencias, posiblemente se deben a 
características de la especie como la masa corporal, morfología intestinal, tiempo de transito 
intestinal, flora intestinal, dieta, todas estas determinadas por el nicho ecológico en el cual 
habita la alpaca  (Gordon y Cowling, 2003; Power et al., 2005; Li et al., 2010; Tenaillon et 
al., 2010; O‟Brien y Gordon, 2011).Clermont et al. (2000) utilizaron 3 marcadores genéticos: 
dos genes (chuA, el gen del receptor hem de membrana externa, y yjaA, que codifica una 
proteína no caracterizada) y un fragmento de ADN (TSP4.C2)(Bonacorsi et al., 2000) que ha 
sido identificado recientemente como parte de un gen de la esterasa lipasa putativa (Gordon et 
al., 2008).La creación de una biblioteca sustractiva de dos cepas de E. coli que pertenecen a 
diferentes grupos filogenéticos (Bonacorsi et al., 2000) y la caracterización  de un fragmento 
de AND fuertemente asociado a cepas de ECNM (Bingen et al., 1994) sugieren que ciertos 
genes o fragmentos de ADN podrían ser marcadores específicos para grupos filogenéticos 
(Clermont et al., 2000). Un estudio in silico demostró que los marcadores genéticos utilizados 
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por Clermont et al (2000) están en sintenia ya que la población de E. colies clonal (Gordon et 
al., 2008).Por otra parte la distribución filogenética en cuatro grupos principales agrupan 
cepas con diferentes características; Aunque los primeros estudios sobre la base de MLEE han 
demostrado que muchos clones de E. coli tienen amplias distribuciones geográficas y de 
hospederos, la diversidad genética observada exhibe componentes tanto ambientales como 
taxonómicas del anfitrión (Ochman y Selander, 1984a; Goullet y Picard, 1986; Souza et al., 
1999).  
 
Los grupos filogenéticos A y B1 abarcan cepas comensales y poco virulentas de E. coli. El 
nicho de cepas de E. coli comensales  se ubica en el intestino (ciego y colon) de animales de 
sangre caliente y reptiles. Transita por el suelo y agua, la cualla ha convertido en un marcador 
de contaminación ambiental. Los hospederos de E. coli varían de acuerdo al tamaño corporal, 
morfología intestinal, tiempo de retención de la ingesta y la microflora. Estas ultimas 
características van a influenciar en la prevalencia y densidad de E. coli, siendo reportadosen 
humanos con más del 90%, en mamíferos salvajes 23%, aves y reptiles 10% (Gordon y 
Cowling, 2003; Power et al., 2005; Li et al., 2010; Tenaillon et al., 2010; O‟Brien y Gordon, 
2011), a nivel de alpacas no se cuentan con esos datos, sin embargo se considera diferente por 
los ambientes extremos en los que se desarrollan y características de alimentación y racion 
muy particulares. 
 
Las cepas ExPEC pertenecen principamente al grupo B2 y en menor proporcion al grupo D 
(Bigen et al., 1998; Boyd y Hartl 1998; Johnson y Stell 2000; - et al., 2004 
Gordon, 2004). Estos dos grupos son aislados en menor frecuencia del ambiente (Walk et al., 
2007) a diferencia de los grupos A y B1 que han sido aisladas en peces, ranas y reptiles 
(Gordon y Cowling, 2003). Existen cambios de prevalencia de los grupos filogenéticos en la 
población humana. Cepas ailadas de Europa (Francia y Croacia) en la década de los 80s, 
Africa (Malí y Benín), Asia (Pakistan) y sudamerica (Guayana Francesa, Colombia y Bolivia) 
pertenecen principalmente al grupo filogenético A (55%) y B1 (21%), mientras que las cepas 
D (14%) y B2(10%) fueron reportados en menor proporción(Duriez et al., 2001; Escobar-
Paramo et al., 2004; Pallecchi et al., 2007; Nowrouzian et al., 2009). Sin embargo, cepas 
aisladas de Europa (Francia y Suecia) en la primera década del 2000 y de América del Norte, 
Japón y Australia pertenecen al grupo B2 (43%), seguido por el grupo A (24%), D (21%)  y 
B1 (12%) (Zhang et al., 2002; Gordon et al., 2005). En este estudio el grupo filogenético 
reportado con mayor frecuencia es el B1 (65.55%). En el presente estudio las cepas aisladas 
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de alpacas neonatas pertenecesn principalmente al grupo filogenético B1.Los factores 
socioeconómicos, tales como los habitos alimenticios y el nivel de higiene, son 
presumiblemente los principales factores que explican estas distribuciones de los grupos 
fiologeneticos, en lugar de las condiciones genéticas, climáticas, geográficas o propias del 
hospedero, como factores de inducción evolutiva. Un ejemplo de esto se manifiesta en el 
cambio de las proporciones de B2 y las cepas A en Francia durante los últimos 20 años. 
Además, las diferencias morfológicas, fisiológicas y dietéticas que se producen entre los 
individuos humanos de diferentes sexos o edades influyen en la distribución de los genotipos 
de E. coli(Gordon et al., 2005; Skurnik et al., 2008; Tenaillon et al., 2010). Aun no se han 
reportado estudios sobre grupos filogenéticos en camélidos sudamericanos E. coli en el Perú 
aislados de alpacas y demás países en los que se crían camélidos sudamericanos.  
 
E. coli es un gramnegativo, no formador de esporas y habitante del intestino de animales de 
sangre caliente y reptiles. Es el anaerobio facultativo más abundante del intestino y una de los 
primeras bacterias en colonizar  intestino. Se ha reportado diferentes estudios de como E. coli 
afecta a animales y al hombre, tratando de describir la manifestación de signos clínicos y 
alteraciones fisiológicas (Moro, 1965; Alva y Calderón, 1987; Fernández-Baca, 2005; 
Whitehead y Anderson, 2006; Morales et al., 2007; Cid et al., 2011; López et al., 2011;  Luna 
et al., 2012; Silvera et al., 2012). Los estudios en el Perú de E. coli en alpacas principalmente 
relacionan a la colibacilosis con la diarrea neonatal pero esto  debe ser tomado con cautela ya 
que E. coli se presenta como una infección secundaria a otras enfermedades gastrointestinales, 
por eso es necesario determinar los patotipos que están involucrados en cuadros diarreicos de 
crías de alpacas (Cid et al., 2011; Luna et al., 2012; Silvera et al., 2012). Además diversos 
estudios buscan determinar los factores que dan cabida a que E. coli manifieste su virulencia 
como las características ambientales, manejo, aspectos nutricionales, entre otros (Scaletsky et 
al., 1984; Nataro et al., 1985; Nataro et al., 1987; Nataro y Kaper, 1998; Kaper et al., 2004). 
 
Para la caracterización de E. coli, se realizan diferentes estudios microbiológicos, serológicos 
y moleculares, que permiten evaluar aspectos de su biología y nos describen su genética 
poblacional. El serotipo se determina en relación a la frecuencia relativa de los antígenos, los 
cuales varían de acuerdo a la fuente del aislado, en donde los antígenos O, H, y K se 
distribuyen de manera no aleatoria, y como muchos serotipos están distribuidos a nivel 
mundial, fue postulado que la especie E. coli se compone de una serie de linajes estables 
(llamadas clonas), entre las que se produce poca recombinación de genes cromosómicos 
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(Kauffmann, 1947; Orskov y Orskov, 1984). La MLEE revelo que existen pocos genotipos 
distintivos, a pesar de la gran diversidad genética global de E coli, y mostró además que los 
clones aislados, de hospederos temporal y geográficamente distintos,  fueron idénticos 
(Milkman, 1973; Selander y Levin, 1980, Selander et al., 1986).  MLST es una poderosa 
herramienta utilizada en genética de poblacines bacterianas (Enright y Spratt, 1999); 
actualmente, tres esquemas MLST están disponibles para E. coli, usando cada uno una 
combinación diferente de genes (Gordon et al., 2008). Los resultados obtenidos con estos tres 
esquemas están altamente correlacionados, abogando por la robustez de la estructura clonal de 
las especies (Gordon et al., 2008). La agrupación filogenética mediante PCR- triplex nos 
brinda un enfoque en la que se pueden agrupar a las cepas de E. coli en 4 grupos filogenéticos 
principales (A, B1, B2 y D) (Clermont et al., 2000). La precisión  con la que este método 
asigna cepas a su correcto filogrupo basado en MLST es buena (80-85%) (Gordon et al., 
2008). En cuanto a la clonalidad de E. coli Feil et al. (2001) concluyo que E. coli es en gran 
parte clonal; pero a pesar de esto, no es posible deducir de forma convincente las relaciones 
ancestrales entre los principales grupos filogenéticos modernos ya sea por cuellos de botella 
en la población o la recombinación genética frecuente dentro de E. coli. Por eso, los análisis 
iniciales de estructura poblacional de E. coli se centraron en clones de larga duración que 
serian adecuados para el análisis filogenético. Un análisis filogenético, dentro de un contexto 
clonal de larga duración, identificó 4 grupos filogenéticos predominantes A, B1, B2 y D 
(Wirth et al., 2006), y es en base a esta agrupación por la que se ha mantenido como prueba 
principal, la expuesta por Clermont et al (2000) a pesar de que el mismo autor a propuesto, en 
un trabajo posterior, el uso de un marcador adicional que resulta en una distribución de 7 
grupos filogenéticos (Clermont et al., 2013); también fue propuesto otra agrupación que usó 
los mismos marcadores genéticos utilizados en el método de Clermont et al -
et al., 2006;  Carlos et al., 2010). Un fenograma basado en MLEE que utilizó 38 
enzimas identificó a los cuatro grupos filogenétios principales (A, B1, B2 y D) y dos grupos 
accesorios (C y E) en E. coli Selander et al., 1987; Herzer et al., 1990). Posteriormente se 
reconoció otro grupo  adicional: el grupo filogenético F (Jaureguy et al., 2008); Esto permitió 
la construcción de una robusta filogenia en la que la primera división de la historia 
filogénetica de E. coli conduce a una rama que contiene a las cepas del grupo B2 y un 
subgrupo dentro de D denominado F (Jaureguy et al., 2008; Touchon et al., 2009; Tenaillon 
et al., 2010). Las cepas restantes del grupo D salen a continuación por una segunda rama, 
seguido del grupo E. Por ultimo, los grupos A y B1 aparecen como grupos hermanos 
(Touchon et al., 2009; Tenaillon et al., 2010).  
37  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
VI. CONCLUSIONES 
 
 
Se determinó que el 65.55 % (78 ± 0.37) pertenece al grupo filogenético B1, el 19.33% (23 ± 
1.37) pertenece al grupo filogenético D, el 13.45% (16 ± 0.13) pertenece al grupo filogenético 
A y el 1.68 % (2 ± 0.46) pertenece al grupo filogenético B2.  
 
El 21% (25/119) de cepas aisladas de E. coli pertenecen a cepas patógenas extraintestinales 
(grupos filogenéticos B2 y D) y el 79% (94/119) son cepas comensales.  
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VII.RECOMENDACIONES 
 
 Relacionar los resultados con el nivel socioeconómico de la región. 
 Parear los resultados de la agrupación filogenética con el serotipado de todas las 
cepas.  
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